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型是引起宫颈癌的主要型别之一。HPV 的主要衣壳蛋白 L1 与病毒的吸附、病毒
基因型及诱导宿主的免疫应答等作用紧密相关，是 HPV 疫苗的主要成分。HPV
病毒样颗粒（VLP）是由 L1 五聚体组成，同时保留了其天然的免疫表位。因此，
开展对 HPV59L1 蛋白五聚体及其组成的 VLP 结构特征的研究对阐明 HPV59 型
特异表位和 VLP 组装机制的结构基础等提供参考，并为 HPV 宿主及组织特异性
研究奠定了基础。 
首先，本研究利用大肠杆菌表达系统，成功的表达了 HPV59L1 蛋白，利用
阳离子交换层析和羟基磷灰石层析等纯化方法，获得了纯度大于 95%的 L1 蛋白。
在进一步的组装研究中，考察了组装温度对 HPV59L1 VLP 组装的影响，研究中
发现，在常温组装后置于 37℃中温育的组装条件下，L1 蛋白能形成均一的直径
为 60nm 左右的二十面体 VLP。接着，利用低温电镜单颗粒重构技术成功重建了
HPV59L1 VLP 的三维结构，分辨率为 9.5Å，从结构中，可以看出，HPV59L1 VLP
表面五聚体相互之间的连接方式有三种：双弧线连接，单直线连接和双直线连接；
从低温电镜表面密度值可以看出，HPV59L1 VLP 表面的五邻体（5-coordinated 
pentamer）和六邻体(6-coordinated pentamer)是存在结构差异的。 
其次，本研究通过 L1 蛋白关键位点突变制备了稳定均一的 HPV59L1 五聚
体。并将 HPV59L1 五聚体进行晶体培养，经培养条件的筛选和优化，获得了三
个能够获得适合衍射晶体的结晶条件，其中一颗晶体并通过 X-射线衍射实验收
集了一套用于结构解析的衍射数据，接着使用 HKL2000，CCP4 和 COOT 软件，
通过分子置换方法，解析了 HPV59L1 五聚体的晶体结构，分辨率达到 3.7Å。将
该 HPV59 五聚体结构与已报道 HPV11/16/18/35 四型别的五聚体结构进行比较，
发现HPV59的BC环与其他四型别差异较大，提示该区域可能存在较多地HPV59
型特异的表位；而五个型别结构中对于颗粒组装具有关键作用的 EF 环没有体现
出明显差异，提示 HPV59 与其他四型别具有相似的组装机制。 
















接着利用 Fitting 技术将完整的 HPV59 五聚体晶体结构与 HPV59L1 VLP 低温电
镜三维结构结合，获得完整的 HPV59L1 VLP 原子模型。并进一步对该结构模型
进行分析得出，五邻体与六邻体之间通过相邻单体上 Cys175 与 Cys428 之间相互作
用，且分属于不同五聚体的相邻单体 CD 环上的 Phe82、Gly83、Pro85、Thr88 和
Val89 之间可能会通过强疏水作用相互作用；而六邻体与六邻体之间的相互作用





















High-risk human papillomavirus (HPV)hasbeen proven to be a major 
pathogen-induced women cervical cancer. Epidemiological survey showed that 98% 
of cervical cancer are caused by HPV. HPV59 is a main type causeing cervical 
cancer.The major capsid protein L1 of HPV is the main component of the HPV 
vaccine, which is closely related to the adsorption of the virus, the viral genotype and 
the induction of a host immune response. Thus, to carry out a study of the structural 
features of HPV59L1 clarifies HPV59 epitope structure based ontype-specific, virus 
infection mechanism,and laid the foundation for diagnostic reagents and vaccine 
research. 
In this study, we cloned and expressed HPV59 L1 protein in none-fusion soluble 
form in E. coli. After purified with ion-exchange chromatography and Calcium 
Hydroxyapatite II interaction chromatography, the purity of L1 protein can reach 95%. 
L1 protein was found to self-assemble into virus like particles(VLPs) with a radius of 
about 25nm. In theprocessofparticle formation, or the early formation, temperature 
variation influences the final particle morphology as well as affect the stability. This 
study examined the assembly temperature HPV59L1 and obtain HPV59L1 particles 
with better morphology and uniformity. Using cryo-electron microscopy single 
particle reconstruction technique successfully reconstructed the three-dimensional 
structure of HPV59L1 VLP at 9.5Å resolution,through which we can get an initial 
understanding of the structural mode of HPV59L1 VLP and the interconnection 
between pentamers on the surface. 
Secondly,X-ray crystallography was used to solve the structure of HPV59L1 
pentamer. Some studies have shown that, the loop regions on the surface of pentamer 
are likely to contain HPV type-specific epitopes. To explore presence region of the 
HPV59 advantages neutralization and type-specific epitopes, HPV59 pentamer has 
















differences between them, especially is the difference between the three-dimensional 
structure of the loop region.The results show that BC-loop of HPV59 is very different 
from the other four,which suggests most HPV59 neutralization or type-specific 
epitopes present in the region.Comparing the EF-loop of the five type pentamers, 
there is no significant difference between them,which can tell us that HPV59 and the 
other four types have a similar assemble mechnism. 
Last, this study build a complete structure of HPV59L1 VLP by Fitting 
technology which combined the HPV59L1 pentamer crystal structure and HPV59L1 
VLP cryo-EM three-dimensional structure HPV59L1 VLP at a lower resolution. 
Based on the adjacent pentamer distance determination,revealing the inter-pentamers 
connection was performed by the interaction between amino acid Cys175 and Cys428. 
In addition, amino acid Phe82, Gly83, Pro85, Thr88 and Val89 on the adjacent monomers 
CD-loop belonging to different pentamer may interact with each other by a strong 
hydrophobic interaction. 
In sum, by methods of structural biology, biochemistry and molecular biology, 
we illustrated the structural basis of HPV59 capsid protein L1,and initially understood 
the basic structural unit of the HPV virus particles and genotype-specific structural 
differences in molecular level. Based on all these results, we provided the structural 
information and the theoretical basis of biological studies of human papillomavirus 
(HPV), the treatment mechanism as well as the development of vaccines. 
Key words: Human papillomavirus; E.coli; virus like particles;crystal structure；

















Amp: Ampicillin, 氨苄青霉素 
AUC: Analytical Ultracentrifugation, 分析型超速离心技术 
APCs: Antigen Presenting Cells, 抗原呈递细胞 
bp：base pair, 碱基对 
BPV: Bovine Papillomavirus,牛乳头瘤病毒 
CDR: Complementarity Determining Region, 抗原互补决定区 
CHT II: Calcium Hydroxyapatite II, II 型羟基磷灰石介质 
CIN: Cervical Intraepithelial Neoplasia, 宫颈上皮内瘤样病变 
CTL: Cytotoxic T Lymphocyte, 细胞毒 T 淋巴细胞 
DC: Dentritic Cell, 树突状细胞 
DLS: Dynamic Light Scattering, 动态光散射 
DNA: Deoxyribonucleic Acid, 脱氧核糖核酸 
ELISA: Enzyme-linked ImmunoSorbant Assay, 酶联免疫吸附测定 
FDA: Food and Drug Administration, 美国食品及药品管理局 
GAM-AP: 标记碱性磷酸酶的羊抗鼠抗体 
GAM-HRP: 标记辣根过氧化物酶的羊抗鼠抗体 
GFP: Green Fluorescent Protein, 绿色荧光蛋白 
HPLC: High Performance Liquid Chromatography, 高效液相色谱 
HPV: Human Papillomavirus, 人乳头瘤病毒 
HRP: Horseradish Peroxidase, 辣根过氧化物酶 
ICTV: International Committee on the Taxonomy of Viruses, 国际病毒学分类委员会 
Kan: Kanamycin, 卡那霉素 
KDa: kilo Daltons, 千道尔顿 
LC: Langenhans Cell, 朗格汉斯细胞 
Mab: monoclonal antibody, 单克隆抗体 
NK: Natural Killer, 自然杀伤细胞 
NMR: Nuclear Magnetic Resonance, 核磁共振 
ORF: Open Reading Frame, 开放阅读框 
PDB: Protein Data Bank, 蛋白质数据库 
pRb: Retinoblastoma Tumor Suppressor Gene, 视网膜母细胞瘤抑制基因 
RNA：Ribonucleic Acid, 核糖核酸 
SAS: Solvent Accessible Surface, 溶剂可及化表面积 
SPFF:Sp SepharoseTM Fast Flow,阳离子交换层析介质 
SV: Sedimentation Velocity, 沉降速度 
TEM: Transmission Electron Microscopy, 透射电子显微镜 
Th：Helper T lymphocyte, 辅助 T 淋巴细胞 
URR:Upstream Regulatory Region, 上游调节区 
VLP:Virus-Like Particle(s), 病毒样颗粒 
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随着 20 世纪 70 年代分子生物学技术的快速发展，对于乳头瘤病毒的认识也
不断深入，其与人类疾病的关系也不断被揭示。目前已发现 200 余种的 HPV，
其中 35 个型别与生殖道疾病有关，根据 HPV 感染上皮位置的不同，可将 HPV
分为嗜皮肤型和嗜粘膜型两大类。根据 HPV 与癌症发生危险性的高低将其分为
高危型 HPV 与低危型 HPV。低危型 HPV 感染常引起生殖道肛周皮肤和阴道下
部的外生性湿疣类病变和轻度子宫颈上皮内瘤变（cervical intraepithelial neoplasia, 
CINⅠ）；而高危型 HPV 感染常引起生殖器的恶性肿瘤，特别是重度子宫颈上
皮内瘤变（CINⅢ）。高危型 HPV 感染是宫颈癌发生的重要病原学因素。在所
有宫颈癌组织标本中 HPV DNA 检出率高达 80％以上。据统计每年世界范围内
约有 50 万例左右的新发病例，大约有 25 万人死于该疾病[1]。1997 年 Koutsky 的
研究进一步指出，全世界 HPV 感染十分普遍，正常妇女泌尿生殖道 HPV 总感染
率为 5%～49%。根据已有的研究结果表明 HPV16，18，31，33，35，39，45，
























Fig.1 incidence rates of cervical cancer(World) 
 
此外，研究发现 HPV 感染与 90%以上肛周及阴道鳞状上皮细胞癌、40%的
外阴和阴茎癌的发生密切相关；同时，研究还发现 12%～18.3%的口咽癌也与高
危型 HPV 感染相关，如 HPV-16 在口腔鳞状上皮细胞癌和扁桃体癌中的检出率
很高，其中 90%的 HPV 阳性口咽癌为 HPV-16，而宫颈癌中 HPV-16 的阳性率仅




HPV 病毒需利用宿主的细胞器进行 DNA 复制、转录和蛋白质的翻译。病毒衣壳
由 L1、L2 两种蛋白组成：L1 形成五聚体，L2 位于五聚体中间，72 个五聚体形
成 T=7 的二十面体对称的球形病毒颗粒[4]，直径约 55nm（图）。病毒基因组 DNA
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